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NOUVELLES SEQUENCES PHOSPHORYLEES DE LA PHOSPHATASE 
CDC25B, ANTICORPS DERIGES CONTRE CES SEQUENCES AINSI QUE 
LEUR UTILISATION 

La pr6sente invention a pour objet de nouvelles sequences phosphorytees de la 
phosphatase CDC25B ainsi que des anticorps polyclonaux ou monoclonaux dirig6s 
contre ces sequences. La pr6sente invention a Sgalement pour objet l'utilisation de ces 
nouvelles sequences phosphorylees notamment pour la mise en ceuvre d'une methode 
de diagnostic in vitro de cancers chez l'homme ou 1' animal. 

Les m6canismes qui controlent la division des cellules mettent en jeu de 
nombreux acteurs dont les activites sont regutees par des reactions de phosphorylation 
et de d6phosphorylation, impliquant des kinases et des phosphatases. Des d6r6gulations 
de ces mScanismes ont ete identifies dans de nombreux cancers. Leur identification et 
leur caract&isation ouvrent aujourd'hui de nouvelles perspectives pour le diagnostic et 
le traitement de la maladie cancereuse. 

CDC25B est une phosphatase regulatrice du cycle cellulaire essentielle pour le 
contr61e de Tentr6e en mitose. EUe appartient a une famille qui compte trois membres 
codes par des gfcnes diff6rents (CDC25A, B et C) chez les mammifferes. La proline 
CDC25B est exprim6e et active en fin de phase G2 du cycle cellulaire (Baldin et aL, 
1997 ; Gabrielli et al., 1996). Sa localisation intracellulaire est regulee par des 
sequences NES et NLS (Davezac et al., 2000) et par son interaction avec les proteines 
14-3-3 (Mils et al., 2000 ; Forrest et al., 2001). II a <Ste suggfre que CDC25B puisse agir 
comme un "starter" des evenements mitotiques pr^coces (Nllsson et al., 2000). EUe 
pourrait jouer un r61e dans Tactivation initiale d f une population de CDC2/cycline B au 
niveau du centrosome avant sa translocation nucleaire (Kumagai et al., 1992 ; 
Hoffinann et al., 1993). CDC25B active les complexes CDK/cycline pour permettre les 
remaniements architecturaux et biochiiniques qui sont necessaires pour permettre le 
processus de division cellulaire. Son activit6 est r6gulee par les variations de son 
expression, par son association k des partenaires regulateurs et par des 6v£nements de 
phosphorylation. 

La proline kinase Aurora A, 6galement connue sous le nom de STK5, est 
surexprimee dans de nombreuses tumeurs du sein. Cette expression est correlee avec un 
haut grade tumoral (Bischoff et al., 1998 ; Zhou et al., 1998). Cette kinase est cod6e par 
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le gfcne STK15 localise que le locus 20ql3, un amplicon present dans de nombreuses 
tumeurs. Cette proteine est localisee au niveau du centrosome (Dutertre et al., 2002).. Sa 
fonction semble importante pour la separation des centrosomes (Giet et al., 2000), leur 
duplication (Zhou et al., 1998) et Tassemblage d'un fuseau mitotique bipolaire (Giet et 
al,, 2000). L'inhibition de sa fonction par la technologie de TARN interference conduit k 
la formation de fuseaux monopolaires et sa surexpression est responsable d'une 
amplification centrosomale et d'une polyploidisation (Meraldi et al., 2002 ; Bischoff et 
al., 1998 ; Zhou et al., 1998). 

A ce jour, Identification des substrats de la kinase Aurora A est encore trfcs 
parcellaire. La phosphatase CDC25B est le premier substrat identifi6 qui est 6galement 
co-localise au niveau des centrosomes et joue un r61e clair dans le contr61e du cycle 
cellulaire et de la proliferation. 

La presente invention decoule de la mise en evidence par les Inventeurs du site de 
phosphorylation in vitro de la phosphatase CDC25B par la kinase Aurora A, et de 
Identification de la sequence phosphoryl6e du variant d'6pissage CDC25B3 de 
CDC25B sur le r6sidu serine en position 353. 

L'un des buts de la presente invention consiste a fournir de nouvelles sequences 
phosphorylees des differents variants de la phosphatase CDC25B. 

Un autre but de Tinvention consiste k fournir un nouvel anticorps dirige contre 
une phosphatase CDC25B phosphoryl6e, ledit anticorps pouvant etre utilise dans le 
cadre d'un diagnostic medical, ou pour la preparation de cribles pour T identification de 
molecules liant ladite sequence phosphorylee et susceptibles de repr£senter de nouveaux 
agents utilisables en pharmacologic anti-tumorale. 

Un autre but de Finvention consiste k fournir un nouvel outil pour F6tude des 
m6canismes moleculaires qui conduisent a la polyploidisation et a la transformation 
cellulaire, ainsi qu'un nouvel outil permettant la mise en evidence de Tactivite de la 
kinase Aurora A sur un de ses substrats physiologiques, et par consequent 
Identification d'eventuelles perturbations quantitatives, temporelles et spatiales de 
cette activity 

La presente invention conceme une sequence peptidique caracterisee en ce qu'elle 
comprend ou est constituee par un fragment d'au moins environ 10 acides amines issus 
de la sequence SEQ ID NO : 1 suivante : 

T PVQNKRRRSpVT P PEEQQE SEQ ID NO : 1 
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dans laquelle le residu serine en position 10 est phosphoryle, notamment par 
traitement in vitro de la sequence SEQ ID NO : 1 par la kinase Aurora A, 

ledit fragment susmentioone contenant ledit r6sidu serine phosphoryl6. 

L' expression "residu phosphoryle" designe un acide amine porteur d'un 
groupement phosphate. 

La presente invention concerne 6galement une sequence peptidique telle que 
definie ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle comprend ou est constituee par la sequence 
SEQ ID NO : 2 suivante : 

QNKRRRSpVTPPEEQ SEQ ID NO : 2 

dans laquelle le residu serine en position 7 est phosphoryl6. 

La s6quence SEQ ID NO: 2 correspond a un fragment de la sequence 
SEQ ID NO : 1 susmentionnee. Plus exactement, elle correspond au fragment de 
SEQ ID NO : 1 d61imite de l'acide amine en position 4 a l'acide amine en position 17. 

La presente invention concerne 6galement une sequence peptidique telle que 
d6finie ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle comprend ou est constituee par Tune des 
sequences suivantes : 

- la sequence SEQ ID NO : 3, representant le variant d'epissage CDC25B1 de la 
prot6ine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le residu serine en position 
339 est phosphoryl6, 

- la sequence SEQ ID NO : 4, representant un variant d'epissage CDC25B2 de la 
proteine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le residu serine en position 
312 est phosphoryle, 

- la sequence SEQ ID NO : 5, representant un variant d'epissage CDC25B3 de la 
prot6ine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le residu serine en position 
353 est phosphoryle, 

- la sequence SEQ ID NO : 6, representant un variant d'epissage CDC25B4 de la 
prot6ine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le residu serine en position 
374 est phosphoryle, 

- la sequence SEQ ID NO : 7, repr6sentant un variant d'epissage CDC25B5 de la 
proteine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le r6sidu serine en position 
361 estphosphoryl6. 

La presente invention concerne egalement un anticorps polyclonal ou monoclonal 
susceptible de reconnaitre une sequence peptidique telle que d6finie pr6cedemment. 
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Un anticorps polyclonal avantageux de l'invention est caracteris6 en ce qu'il est 
susceptible de reconnaltre la sequence SEQ ID NO : 2 telle que d6finie ci-dessus. 

Un tel anticorps dirige contre l'6pitope phosphoryl6 de sequence SEQ ID NO : 2 
est gener6 en irnmunisant des lapins avec ledit Epitope. 

Plus precisement, ledit epitope est couple de facon covalente avec une proteine 
porteuse telle que l'hemocyanine, le BSA ou l'ovalbumine. Les lapins sont alors 
immunises pendant 3 mois (4 injections au total) et la saignee finale permet la 
recuperation d'environ 50 ml de serum. Le serum est ensuite doublement purine par 
affinity sur une colonne de peptide phosphoryle puis sur une colonne de peptide non 
phosphoryl6. 

La presente invention conceme egalement un proced6 de preparation d'un 
anticorps monoclonal tel que defini ci-dessus, dirige contre la sequence peptidique 
SEQ ID NO : 2 telle que definie ci-dessus, caract6ris6 en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- rimmunisation d'un animal par injection de la sequence peptidique 
SEQ ID NO : 2 telle que definie ci-dessus, 

- la fusion entre des myelomes d'un animal et des splenocytes d'un animal afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, 

- la recuperation et purification par clonage d'un hybridome, choisi parmi ceux 
obtenus a l'etape precedente et s6cretant un anticorps dirige contre la sequence 
peptidique SEQ ED NO : 2 telle que definie ci-dessus. 

L'animal utilisepour l'&ape d'immunisation est notamment une souris. 

Les myelomes utilises pour la fusion proviennent notamment une souris. 

Les splenocytes utilises pour la fusion proviennent d'un animal de la meme 
espece que celle dont provient les myelomes, asavoir notamment une souris. 

On choisit les hybridomes qui s6cretent les anticorps contre la sequence 
peptidique SEQ ID NO: 2 sur la base de la production d' anticorps capables de 
reconnaltre dans un test ELISA le peptide phosphoryl6 utilise pour 1'immunisation mais 
pas le peptide non phosphoryle. 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
caracterisee en ce qu'elle contient a titre de substance active une sequence peptidique 
telle que definie precddemment, un anticorps tel que d6fini ci-dessus, ou un anticorps 
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anti-idiotypique tel que defini ci-dessus, en association avec un vecteur 
pharmaceutiquement acceptable. 

Une composition pharmaceutique avantageuse selon Tinvention est caracterisee 
en ce qu'elle contient a titre de substance active la sequence peptidique representee par 
la sequence SEQ ID NO : 2. 

La presente invention concerne egalement Tutilisation d'une sequence peptidique 
telle que definie ci-dessus, d'un anticorps tel que defini ci-dessus, ou d'un anticorps 
anti-idiotypique tel que defini ci-dessus, pour la preparation de medicaments destines au 
traitement de cancers, tels que les cancers du sein. 

La presente invention concerne egalement Tutilisation d'un anticorps tel que 
defini ci-dessus, pour la mise en ceuvre d'une methode de diagnostic in vitro de cancers 
chez Thomme ou 1' animal, notamment de cancers du sein. 

Selon un mode de realisation avantageux, la pr6sente invention concerne 
Tutilisation d'un anticorps polyclonal tel que defini ci-dessus, dirige contre T epitope 
phosphoryle de sequence SEQ ID NO : 2, pour la mise en ceuvre d'une methode de 
diagnostic in vitro de cancers chez l'homme ou 1' animal, notamment de cancers du sein 

La presente invention concerne egalement une methode de diagnostic in vitro de 
cancers, notamment de cancers du sein, chez Thomme ou F animal, caracterisee en ce 
qu'elle comprend : 

- la mise en presence d'un anticorps tel que defini ci-dessus, avec un echantillon 
biologique pr61eve chez un individu, ledit anticorps etant le cas echeant fixe sur un 
support solide, 

- la d&ection d'une sequence peptidique telle que definie ci-dessus, susceptible 
d'Stre presente dans T echantillon biologique a l'aide de reafctifs marques, notamment 
d' anticorps marques, reconnaissant soit T anticorps lie k ladite sequence peptidique, soit 
la sequence peptidique li6e audit anticorps dans les complexes formes lors de 1'etape 
precedente entre l'anticorps et la sequence peptidique susceptible d'etre presente dans 
rechantillon biologique, et ce, le cas echeant, apr£s linkage approprie du support solide. 

La presente invention concerne egalement une methode de pronostic in vitro de 
cancers, notamment de cancers du sein, chez Thomme ou T animal, caracterisee en ce 
qu'elle comprend : 

- la mise en presence d'un anticorps tel que defini ci-dessus, avec un echantillon 
tumoral preieve chez un individu, ledit anticorps etant le cas echeant fixe sur un support 
solide, 
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- la detection (Tune sequence peptidique telle que d6finie ci-dessus, susceptible 
d'etre pr6sente dans l'Schantillon biologique k 1'aide de r<§actifs marqu6s, notamment 
d' anticorps marqu6s, reconnaissant soit l'anticorps lie k ladite sequence peptidique, soit 
la sequence peptidique liee audit anticorps dans les complexes form6s lors de l'etape 
pr6c6dente entre V anticorps et la sequence peptidique susceptible d'etre pr6sente dans 
l'6chantillon biologique, et ce, le cas 6cheant, aprfcs rin9age approprie du support solide. 

La presente invention concerne 6galement Futilisation des anticorps 
susmentionn6s de Tinvention diriges contre une s6quence phosphorylee de CDC25B 
dans le cadre de la mise en ceuvre d'un test de diagnostic visant k d6tecter sur des 
pretevements tumoraux la presence ou non de cette sequence phosphorylee, ceci dans 
un but diagnostique ou pronostique. 

La presente invention concerne egalement un procede de criblage d'une molecule 
capable de se lier k une sequence peptidique telle que definie ci-dessus, ladite molecule 
6tant susceptible d'etre utilis6e comme agent anti-tumoral ou agent anti-proUferatif tant 
sur les cellules en culture que chez un organisme vivant ou encore contre des agents 
infectieux (parasites, champignons pathogenes), caract&rise en ce qu'il comprend : 

- la mise en pr6sence de ladite molecule avec la sequence peptidique 
susmentionnee, et 

- la detection de la liaison de ladite molecule par 1'utilisation de m&hodes de 
competition appropriSes, notamment par la competition vis-&-vis de la liaison d'un 
anticorps tel que defini ci-dessus. 

La liaison entre ladite molecule avec la sequence peptidique phosphorylee peut 
etre detect6e selon le proc6d6 suivant : la sequence phosphorylee (substrat phosphoryl6) 
est liee k un support solide ; l'incubation avec l'anticorps ^usmentionn6 en solution 
permet ensuite sa fixation qui est r6v&6e par Futilisation d'un anticorps secondaire 
porteur d'un chromophore ou par le marquage direct de l'anticorps primaire (anticorps 
de Pinvention dirige contre la sequence phosphorylee). L'incubation simultanee avec un 
compose capable de lier ladite s6qtience phosphorylee entraine sa fixation et le 
masquage du site reconnu par l'anticorps. La visualisation de cette interaction pourra 
done 6tre realis6e et quantifi6e par la baisse de liaison de l'anticorps. 
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DESCRIPTION DES FIGURES 

La Figure 1 represente un spectre de masse du peptide monophosphoryl6, 353- 
S(p)VTPPEEQQEAEEPK-367. L'axe des abscisses correspond au rapport m/z et l'axe 
des ordonnees correspond au pourcentage d'abondance relative. 

Les Figures 2A, 2B et 2C representent les resultats d' analyses western blot avec 
l'anticorps monoclonal SE96 (Figure 2A), avec l'anticorps anti-aMBP (New England 
Biolabs)(Figure 2B) et avec l'anticorps anti-aAurora A (voir demande de brevet 
francais 02/072 12)(Figure 2C). Dans ces Figures, la premiere colonne correspond a la 
proteine kinase Aurora A; la seconde colonne a une proteine recombinante MBP- 
CDC25B ; la troisieme colonne correspond a la proteine kinase Aurora A et a la 
proteine recombinante MBP-CDC25B et la quatrieme colonne correspond a MBP seule. 

Les Figures 3a k 3h representent des images d'immunofluorescence indirecte 
realisees sur des cellules HeLa avec l'anticorps SE96. 

Dans les Figures 3a, 3c, 3e et 3g, les cellules HeLa ont ete fixees et utilisees pour 
effectuer une analyse par immunofluorescence avec les anticorps SE96 et elles ont 
egalement ete colorees avec du D API. 

Dans les Figures 3b, 3d, 3f et 3h, les cellules HeLa ont ete fixees et utilis6es pour 
effectuer une analyse par immunofluorescence avec les anticorps SE96. 

Les cellules HeLa des Figures 3c et 3d ont ete mises en competition avec le 
peptide phosphoryle ayant servi a rimmunisation (SEQ ID NO : 2) ; les cellules HeLa 
des Figures 3e et 3f ont ete mises en competition avec ie ''peptide non phosphoryle 
(QNKRRRSVTPPEEQ) ; et les cellules HeLa des Figures 3g et 3h ont ete mises en 
competition avec un peptide phosphoryl6 sans rapport avec la serine 353 
(MEVEELS(p)PLALGR). 

Ces Figures demontrent que le marquage observe avec l'anticorps SE96 est bien 
elimine par le peptide immunogene sous sa forme phosphorylee, mais pas par le meme 
peptide non phosphory!6. Par ailleurs, un peptide phosphoryle irrelevant n*a aucun effet 
comp6titeur, d6montrant la specificite vis-a-vis de la sequence phosphoryle et non de la 
presence du groupement phosphate uniquement. 
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METHODES ET RESULTATS 

La kinase Aurora A recombinante phosphoryle CDC25B3 sur la serine 353 
La protdine recombinante CDC25B3 est phosphoryl6e in vitro par la kinase 
recombinante Aurora A. Le produit de la reaction de phosphorylation a 6t6 analyse par 
spectrometrie de masse apres excision du gel d'61ectrophorese et digestion tryptique. Le 
spectre MS/MS du peptide monophosphoryle, 353-SVTPPEEQQEAEEPK-367 est 
presente en Figure 1. Son analyse indique que c'est la serine 353 qui est phosphorylee 
par la kinase. 

De mdme, il a ete montre que la kinase Aurora A recombinante phosphoryle 
CDC25B1 sur la serine 339, CDC25B2 sur la serine 312, CDC25B4 sur la serine 374 et 
CDC25B5 sur la serine 361. 

Production d'anticorps contre la proteine CDC25B phosphoryl6e par la 
kinase Aurora A 

Le peptide de sequence QNKRKRS(p)VTPPEEQ (SEQ ID NO : 2) a ete utilise 
pour rimmunisation de lapins. Apres sacrifice des animaux, le serum a ete purifi6 par 
chromatographie en deux etapes : la premiere sur une colonne de peptide phosphoryle 
pour retenir les anticorps specifiques, puis la deuxieme sur une colonne du meme 
peptide non phosphoryle de sequence QNKRRRSVTPPEEQ, de maniere a purifier dans 
l'eluat les anticorps specifiques de la forme phosphoryl6e. La reconnaissance du peptide 
phosphoryl6 par les anticorps a 6te validee dans un test ELISA Dans la suite du 
document, ces anticorps seront designes sous le nom de SE96. 

L' anticorps SE96 reconnalt CDC25B phosphoryle par Aurora A 

Des proteines recombinantes CDC25B-MBP (Maltose Binding protein) ou MBP 
seule ont ete incubees en presence ou non de kinase Aurora A. Les echantillons ont 
ensuite 6te analyses par transfert de proteines (western blot) avec l'anticorps SE96 et 
des anticorps permettant la reconnaissance de la MBP et dAurora A. Comme le montre 
la Figure 2, la protdine CDC25B phosphorylee par Aurora A est reconnue par SE96, ce 
qui valide rutilisation de cet anticorps dans un test Western blot. 
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La proline CDC25B phosphorylee sur la serine 353 est localised au niveau 
du centrosome 

Des cellules HeLa ont et6 fix6es et utilisees pour effectuer une analyse par 
immunofluorescence avec les anticorps SE96. Les cellules ont egalement ete colorees 
avec le 4'-6 dianimo-2-phenylindole (DAPI) pour localiser le noyau. Les images 
presentees a la Figure 3 sont representatives d'observations sur un grand nombre de 
cellules. Elles indiquent que la proteine CDC25B phosphorylee sur la serine 353 est 
localisee au niveau des centrosomes des cellules en mitose. Ce marquage est aboli 
lorsqu'une comp6tition est realisee avec le peptide phospboryl6 ayant servi a 
rimmunisation (SEQIDNO:2), mais pas avec le peptide non phosphoryle 
(QNKRRRSVTPPEEQ) ni avec un peptide phosphoryle sans rapport avec la serine 353 
(MEVEELS(p)PLALGR). Ces observations valident rutilisation de ce r6actif en 
immunofluorescence. 
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REVENDICATIONS 

1. Sequence peptidique caracteris6e en ce qu'elle comprend ou est constituee 
par un fragment d'au moins environ 10 acides amines issus de la sequence 
SEQ ID NO : 1 suivante : 

T P VQNKRRRSpVT P PEEQQE SEQ ID NO : 1 

dans laquelle le residu serine en position 10 est phosphoryle, 

ledit fragment susmentionne contenant ledit residu serine phosphoryle. 

2. Sequence peptidique selon la revendication 1, caracteris6e en ce qu'elle 
comprend ou est constitute par la sequence SEQ ED NO : 2 suivante : 

QNKRRRSpVTPPEEQ SEQ ID NO : 2 

dans laquelle le r6sidu s6rine en position 7 est phosphoryle. 

3. Sequence peptidique selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6e en ce qu'elle 
comprend ou est constituee par Tune des sequences suivantes : 

- la sequence SEQ ID NO : 3, representant le variant d'epissage CDC25B1 de la 
proteine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le residu serine en position 
339 est phosphoryle, ou 

- la sequence SEQ ID NO : 4, repr6sentant un variant d'6pissage CDC25B2 de la 
proteine d ! origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le r6sidu serine en position 
312 est phosphoryle, ou } 

- la sequence SEQ ID NO : 5, representant un variant d'6pissage CDC25B3 de la 
proteine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le r6sidu serine en. position 
353 est phosphoryle, ou 

- la s6quence SEQ ID NO : 6, representant un variant d'epissage CDC25B4 de la 
proteine d'origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le residu s6rine en position 
374 est phosphoryle, ou 

- la s6quence SEQ ID NO : 7, representant un variant d'epissage CDC25B5 de la 
proteine d f origine humaine de la phosphatase CDC25B, dont le r6sidu s6rine en position 
361 est phosphoryle. 
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4. Anticorps polyclonal ou monoclonal susceptible de reconnaitre une 
sequence peptidique selon Tune quelconque des revendications 14 3. 

5. Anticorps polyclonal susceptible de reconnaitre la sequence SEQ ID NO : 2 
telle que d6finie dans la revendication 2. 

6. Proc6de de preparation d'un anticorps monoclonal selon la revendication 4, 
dirig6 contre la sequence peptidique SEQ ID NO : 2 telle que d6finie dans la 
revendication 2, caracteris6 en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

— r immunisation d'un animal par injection de la sequence peptidique selon la 
revendication 2, 

— la fusion entre des myelomes d'un animal et des splenocytes d'un animal afin 
d'obtenir des hybridomes, 

- la mise en culture des hybridomes ainsi obtenus, et 

- la r£cup6ration et purification par clonage d'un hybridome, choisi parmi ceux 
obtenus k l'&ape prec6dente et secr&ant un anticorps dirig6 contre la sequence 
peptidique selon la revendication 2. 

7. t Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient k titre de 
substance active une sequence peptidique selon l'une quelconque des revendications 1 a 
3, un anticorps selon la revendication 4 ou 5, en association avec un vecteur 
pharmaceutiquement acceptable. 

8. Utilisation d'une sequence peptidique selon i l'une quelconque des 
revendications 14 3, d'un anticorps selon la revendication 4 ou 5, pour la pr6paration de 
medicaments destin6s au traitement de cancers, tels que les cancers du sein. 

9. Utilisation d'un anticorps selon la revendication 4 ou 5, pour la mise en 
ceuvre d'une m6thode de diagnostic ou pronostic in vitro de cancers chez l'homme ou 
1' animal, notamment de cancers du sein. 
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10. M6thode de diagnostic ou pronostic in vitro de cancers, notamment de 
cancers du sein, chez rhomme on F animal, caract6risee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en presence d'un anticorps selon la revendication 4 ou 5, avec un 
6chantillon biologique pr61ev6 chez un individu, ledit anticorps 6tant le cas echeant fix6 
sur un support solide, et 

- la detection d'une sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, susceptible d'etre pr6sente dans FSchantillon biologique k Taide 
de r6actifs marques, notamment d* anticorps marques, reconnaissant soit I'anticorps lie a 
ladite sequence peptidique, soit la sequence peptidique li6e audit anticorps dans les 
complexes formes lors de Tetape pr6cedente entre T anticorps et la sequence peptidique 
susceptible d'etre presente dans F6chantillon biologique, et ce, le cas echeant, apr£s 
rin9age appropri6 du support soUde. 

i 

11. Proc6d6 de criblage d'une molecule capable de se lier k une sequence 
peptidique selon Tune quelconque cles revendications 1 J 3, ladite molecule 6tant 
susceptible d'etre utilis6e comme agent anti-tumoral ou agent anti-proliferatif, 
caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

- la mise en presence de ladite molecule avec la sequence peptidique 
susmentionnSe, et 

- . la detection de la liaison de ladite molecule par l'utilisation de methodes de 
comp6tition appropriees, notamment par la competition vis-a-vis de la liaison d'un 
anticorps selon la revendication 4 ou 5. 
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10/560*37 

LISTE DE SEQUENCES . ^ onnr 

<uo> MRS IAP13Rec'dPCT/PT0 12 DEC 2005 

UNIVERSITE DE RENNES I 

UNIVERSITE PAUL SABATIER TOULOUSE III 

<120> NOUVELLES SEQUENCES PHOSPHORYLEES DE LA PHOSPHATASE CDC25B, 
ANTICORP3 DIRIGES CONTRE CES SEQUENCES AINSI QUE 
LEUR UTILISATION 

<130> WOB 03 BH CNR CD25 

<150> FR 03/07095 
<151> 2003-06-12 

<160> 7 

<170> Patentln version 3,1 

<210> 1 

<211> 19 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (10).. (10) 

<223> PHOSPHORYLATION 

<400> 1 

Thr Pro Val Gin Asn Lys Arg Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu 
1 5 10 15 

Gin Gin Glu 



<210> 


2 


<211> 


14 


<212> 


PRT 


<213> 


homo sapiens 


<220> 




<221> 


MOD RES 


<222> 


(7) . . (7) 


<223> 


PHOSPHORYLATION 


<400> 


2 



Gin Asn Lys Arg Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin 
15 10 



<210> 3 

<211> 566 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (339) . . (339) 

<223> PHOSPHORYLATION 
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<400> 3 

Met Glu Val Pro Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser Pro 
1 5 10 15 

Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 
20 25 30 

Leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 
35 40 45 

Ser Ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Gly 
50 55 60 

Leu Gly Ser Arg Ser Arg Leu Thr His Leu Ser Leu Ser Arg Arg Ala 
65 70 75 80 

Ser Glu Ser Ser Leu Ser Ser Glu Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ala Gly 
85 90 95 

Leu Cys Met Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp Pro His Met Ala Glu Gin 
100 105 110 

Thr Phe Glu Gin Ala lie Gin Ala Ala Ser Arg lie lie Arg Asn Glu 
115 120 125 

Gin Phe Ala He Arg Arg Phe Gin Ser Met Pro Val Arg Leu Leu Gly 
130 135 140 

His Ser Pro Val Leu Arg Asn He Thr Asn Ser Gin Ala Pro Asp Gly 
145 150 155 160 

Arg Arg Lys Ser Glu Ala Gly Ser Gly Ala Ala Ser Ser Ser Gly Glu 
165 170 175 

Asp Lys Glu Asn Asp Gly Phe Val Phe Lys Met Pro Trp Lys Pro Thr 
180 185 190 

His Pro Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp Ala Ser Arg Arg Glu 
195 200 205 

Ala Phe Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Asp Leu Met Cys Leu Ser 
210 215 220 

{ 

Pro Asp Arg Lys Met Glu Val Glu Glu Leu Ser Pro Leu Ala Leu Gly 
225 ~ " 230 235 240 

Arg Phe Ser Leu Thr Pro Ala Glu Gly Asp Thr Glu Glu Asp Asp Gly 
245 250 255 

Phe Val Asp He Leu Glu Ser Asp Leu Lys Asp Asp Asp Ala Val Pro 
260 265 270 

Pro Gly Met Glu Ser Leu He Ser Ala Pro Leu Val Lys Thr Leu Glu 
275 280 285 

Lys Glu" Glu Glu Lys Asp Leu Val Met Tyr Ser Lys Cys Gin Arg Leu 
290 295 300 

Phe Arg Ser Pro Ser Met Pro Cys Ser Val He Arg Pro He Leu Lys 
305 310 315 320 
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Arg Leu Glu Arg Pro Gin Asp Arg Asp Thr Pro Val Gin Asn Lys Arg 
325 330 335 

Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin Gin Glu Ala Glu Glu Pro 
340 345 350 

Lys Ala Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu Cys His Asp Glu lie Glu 
355 360 365 

Asn Leu Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu lie Gly Asp Tyr Ser Lys 
370 * 375 380 

Ala Phe Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys His Gin Asp Leu Lys Tyr 
385 390 395 400 

lie Ser Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu Thr Gly Lys Phe Ser Asn 
.405 410 415 

He Val Asp Lys Phe Val He Val Asp Cys Arg Tyr Pro Tyr Glu Tyr 
420 425 430 

Glu Gly Gly His He Lys Thr Ala Val Asn Leu Pro Leu Glu Arg Asp 
435 440 445 

Ala Glu Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro He Ala Pro Cys Ser Leu Asp 
450 455 • 460 

Lys Arg Val He Leu He Phe His Cys Glu Phe Ser Ser Glu Arg Gly 
465 470 475 480 

Pro Arg Met Cys Arg Phe He Arg Glu Arg Asp Arg Ala Val Asn Asp 
485 490 495 

Tyr Pro Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr He Leu Lys Gly Gly Tyr 
500 505 510 

Lys Glu Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe Cys Glu Pro Gin Asp Tyr 
515 520 525 

Arg Pro Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp Glu Leu Lys Thr Phe. Arg 
530 535 540 

Leu Lys Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg Ser Arg Arg Glu" Leu Cys 
545 " 550 555 560 

Ser Arg Leu Gin Asp Gin 
565 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (312) . . (312) 

<223> PHOSPHORYLATION 



4 

539 
PRT 

Homo sapiens 
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<400> 4 

Met Glu Val Pro Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser Pro 
15 10 15 

Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 
20 " 25 .30 

Leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 
35 40 45 

Ser Ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Gly 
50 55 60 

Leu Gly Ser Glu Thr Pro Lys Ser Gin Val Gly Thr Leu Leu Phe Arg 
65 ~ 70 75 80 

Ser Arg Ser Arg Leu Thr His Leu Ser Leu Ser Arg Arg Ala Ser Glu 
85 90 95 

Ser Ser Leu Ser Ser Glu Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ala Gly Leu Cys 
100 105 110 

Met Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp Pro His Met Ala Glu Gin Thr Phe 
115 120 125 

Glu Gin Ala lie Gin Ala Ala Ser Arg lie lie Arg Asn Glu Gin Phe 
130 135 140 

Ala lie Arg Arg Phe Gin Ser Met Pro Asp Gly Phe Val Phe Lys Met 
145 150 ~ 155 160 

Pro Trp Lys Pro Thr His Pro Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp 
165 170 175 

Ala Ser Arg Arg Glu Ala Phe Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Asp 
180 185 190 

Leu Met Cys Leu Ser Pro Asp Arg Lys Met Glu Val Glu Glu Leu Ser 
195 200 205 

Pro Leu Ala Leu Gly Arg Phe Ser Leu Thr Pro Ala Glu Gly Asp Thr 
210 215 220 

Glu Glu Asp Asp Gly Phe Val Asp lie Leu Glu Ser Asp Leu Lys Asp 
225 230 235 240 

Asp Asp Ala Val Pro Pro Gly Met Glu Ser Leu lie Ser Ala Pro Leu 
245 250 255 

Val Lys Thr Leu Glu Lys Glu Glu Glu Lys Asp Leu Val Met Tyr Se.r 
260 265 270 

Lys Cys Gin Arg Leu Phe Arg Ser Pro Ser Met Pro Cys Ser Val lie 
275 - 280 285 

Arg Pro lie Leu Lys Arg Leu Glu Arg Pro Gin Asp Arg Asp Thr Pro 
290 295 300 

Val Gin Asn Lys Arg Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin Gin 
305 310 315 320 
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Glu Ala Glu Glu Pro Lys Ala Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu Cys 
325 330 335 

His Asp Glu lie Glu Asn Leu Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu He 
340 345 350 

Gly Asp Tyr Ser Lys Ala Phe Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys His 
355 360 365 

Gin Asp Leu Lys Tyr He Ser Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu Thr 
370 375 380 

Gly Lys Phe Ser Asn He Val Asp Lys Phe Val He Val Asp Cys Arg 
385 390 395 400 

Tyr Pro Tyr Glu Tyr Glu Gly Gly His He Lys Thr Ala Val Asn Leu 
405 ~ 410 415 

Pro Leu Glu Arg Asp Ala Glu Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro He Ala 
420 425 430 

Pro Cys Ser Leu Asp Lys Arg Val He Leu He Phe His Cys Glu Phe 
435 440 445 

Ser Ser Glu Arg Gly Pro Arg Met Cys Arg Phe He Arg Glu Arg Asp 
450 455 460 

Arg Ala Val Asn Asp Tyr Pro Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr He 
465 470 475 480 

Leu Lys Gly Gly Tyr Lys Glu Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe Cys 
485 490 495 

Glu Pro Gin Asp Tyr Arg Pro Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp Glu 
500 505 510 

Leu Lys Thr Phe Arg Leu Lys Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg Ser 
515 520 525 



Arg Arg Glu Leu Cys Ser Arg Leu Gin Asp Gin 
530 535 



<210> 5 

<211> 580 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (353) . . (353) 

<223> PHOSPHORYLATION 

<400> 5 

Met Glu Val Pro Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser Pro 
15 10 15 



Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 
20 25 30 
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Leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 
35 40 45 

Ser Ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Gly 
50 55 60 

Leu Gly Ser Glu Thr Pro Lys Ser Gin Val Gly Thr Leu Leu Phe Arg 
65 70 75 80 

Ser Arg Ser Arg Leu Thr His Leu Ser Leu Ser Arg Arg Ala Ser Glu 
85 90 95 

Ser Ser Leu Ser Ser Glu Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ala Gly Leu Cys 
100 105 110 

Met Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp Pro His Met Ala Glu Gin Thr Phe 
115 120 125 

Glu Gin Ala lie Gin Ala Ala Ser Arg He He Arg Asn Glu Gin Phe 
130 135 140 

Ala He Arg Arg Phe Gin Ser Met Pro Val Arg Leu Leu Gly His Ser 
145 " 150 155 160 

Pro Val Leu Arg Asn He Thr Asn Ser Gin Ala Pro Asp Gly Arg Arg 
165 170 175 

Lys Ser Glu Ala Gly Ser Gly Ala Ala Ser Ser Ser Gly Glu Asp Lys 
180 185 190 

Glu Asn Asp Gly Phe Val Phe Lys Met Pro Trp Lys Pro Thr His Pro 
195 200 205 

Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp Ala Ser Arg Arg Glu Ala Phe 
210 215 220 

Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Asp Leu Met Cys Leu Ser Pro Asp 
225 230 235 240 

Arg Lys Met Glu Val Glu Glu Leu Ser Pro Leu Ala Leu Gly Arg. Phe 
245 250 255 

Ser Leu Thr Pro Ala Glu Gly Asp Thr Glu Glu Asp Asp Gly* Phe Val 
260 265 270 

Asp lie Leu Glu Ser Asp Leu Lys Asp Asp Asp Ala Val Pro Pro Gly 
275 280 285 

Met Glu Ser Leu He Ser Ala Pro Leu Val Lys Thr Leu Glu Lys Glu 
290 295 300 

Glu Glu Lys Asp Leu Val Met Tyr Ser Lys Cys Gin Arg Leu Phe Arg 
305 " 310 315 320 

Ser Pro Ser Met Pro Cys Ser Val He Arg Pro He Leu Lys. Arg Leu 
325 330 335 

Glu Arg Pro Gin Asp Arg Asp Thr Pro Val Gin Asn Lys Arg Arg Arg 
340 345 350 
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Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin Gin Glu Ala Glu Glu Pro Lys Ala 
355 360 365 

Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu Cys His Asp Glu lie Glu Asn Leu 
370 ~ 375 380 

Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu He Gly Asp Tyr Ser Lys Ala Phe 
385 ~ 390 395 400 

Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys His Gin Asp Leu Lys Tyr He Ser 
405 410 415 

Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu Thr Gly Lys Phe Ser Asn He Val 
420 425 430 

Asp Lys Phe Val He Val Asp Cys Arg Tyr Pro Tyr Glu Tyr Glu Gly 
435 440 445 

Gly His He Lys Thr Ala Val Asn Leu Pro Leu Glu Arg Asp Ala Glu 
450 455 460 

Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro He Ala Pro Cys Ser Leu Asp Lys Arg 
465 470 475 480 

Val He Leu He Phe His Cys Glu Phe Ser Ser Glu Arg Gly Pro Arg 
485 490 495 

Met Cys Arg Phe He Arg Glu Arg Asp Arg Ala Val Asn Asp Tyr Pro 
500 505 510 

Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr He Leu Lys Gly Gly Tyr Lys Glu 
515 520 525 

Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe Cys Glu Pro Gin Asp Tyr Arg Pro 
530 535 540 

Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp Glu Leu Lys Thr Phe Arg Leu Lys 
545 550 555 560 

Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg Ser Arg Arg Glu Leu Cys Ser. Arg 
565 570 575 

Leu Gin Asp Gin 
580 



<210> 6 

<211> 601 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> MOD_RES 

<222> (374) . . (374) 

<223> PHOSPHORYLATION 

<400> 6 

Met Glu Val Pro Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser Pro 
1 5 10 15 
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Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 
20 25 30 

Leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 
35 40 45 

Ser Ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Gly 
50 55 60 

Leu Gly Ser Arg Ser Arg Leu Thr His Leu Ser Leu Ser Arg Arg Ala 
65 70 75 80 

Ser Glu Ser Ser Leu Ser Ser Glu Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ala Gly 
85 , 90 95 

Leu Cys Met Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp Pro His Met Ala Glu Gin 
100 105 110 

Thr Phe Glu Gin Ala lie Gin Ala Ala Ser Arg lie lie Arg Asn Glu 
115 120 125 

Gin Phe Ala lie Arg Arg Phe Gin Ser Met Pro Val Arg Leu Leu Gly 
130 135 140 

His Ser Pro Val Leu Arg Asn lie Thr Asn Ser Gin Ala Pro Asp Gly 
145 150 155 160 

Arg Arg Lys Ser Glu Ala Gly Ser Gly Ala Ala Ser Ser Ser Gly Glu 
165 170 175 

Asp Lys Glu Asn Val Arg Phe Trp Lys Ala Gly Val Gly Ala Leu Arg 
180 185 190 

Glu Glu Glu Gly Ala Cys Trp Gly Gly Ser Leu Ala Cys Glu Asp Pro 
195 200 205 

Pro Leu Pro Ser Trp Leu Gin Asp Gly Phe Val Phe Lys Met Pro Trp 
210 215 220 

Lys Pro Thr His Pro Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp Ala. Ser 
225 230 235 240 

Arg Arg Glu Ala Phe Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Asp* 1 Leu Met 
245 250 255 

Cys Leu Ser Pro Asp Arg Lys Met Glu Val Glu Glu Leu Ser Pro Leu 
260 265 270 

Ala Leu Gly Arg Phe Ser Leu Thr Pro Ala Glu Gly Asp Thr Glu Glu 
275 280 285 

Asp Asp Gly Phe Val Asp lie Leu Glu Ser Asp Leu Lys Asp Asp Asp 
290 295 300 

Ala Val Pro Pro Gly Met Glu Ser Leu lie Ser Ala Pro Leu Val Lys 
305 310 315 320 

Thr Leu Glu Lys Glu Glu Glu Lys Asp Leu Val Met Tyr Ser Lys Cys 
325 ~ 330 335 
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Gin Arg Leu Phe Arg Ser Pro Ser Met Pro Cys Ser Val He Arg Pro 
340 345 350 

He Leu Lys Arg Leu Glu Arg Pro Gin Asp Arg Asp Thr Pro Val Gin 
355 360 365 

Asn Lys Arg Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin Gin Glu Ala 
370 375 380 

Glu Glu Pro Lys Ala Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu Cys His Asp 
385 390 395 400 

Glu He Glu Asn Leu Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu lie Gly Asp 
405 410 415 

Tyr Ser Lys Ala Phe Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys His Gin Asp 
420 425 430 

Leu Lys Tyr He Ser Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu Thr Gly Lys 
435 440 445 

Phe Ser Asn He Val Asp Lys Phe Val He Val Asp Cys Arg Tyr Pro 
450 455 460 

Tyr Glu Tyr Glu Gly Gly His He Lys Thr Ala Val Asn Leu Pro Leu 
•465 ~ 470 475 480 

Glu Arg Asp Ala Glu Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro He Ala Pro Cys 
4 85 4 90 4 95 

Ser Leu Asp Lys Arg Val He Leu He Phe His Cys Glu Phe Ser Ser 
500 505 510 

Glu Arg Gly Pro Arg Met Cys Arg Phe He Arg Glu Arg Asp Arg Ala 
515 520 525 

Val Asn Asp Tyr Pro Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr He Leu Lys 
530 " 535 " 540 

Gly Gly Tyr Lys Glu Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe Cys Glu Pro 
545 ~ ~ " 550 555 560 

Gin Asp Tyr Arg Pro Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp Glu* Leu Lys 
565 570 575 

Thr Phe Arg Leu Lys Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg Ser Arg Arg 
580 585 590 

Glu Leu Cys Ser Arg Leu Gin Asp Gin 
595 600 



<210> 7 

<211> 588 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> MODJRES 

<222> (361) . . (361) 

< 2 2 3 > PHOS PHORYLAT I ON 
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<400> 7 

Met Glu Val Pro Gin Pro Glu Pro Ala Pro Gly Ser Ala Leu Ser Pro 
15 10 15 

Ala Gly Val Cys Gly Gly Ala Gin Arg Pro Gly His Leu Pro Gly Leu 
20 25 30 

Leu Leu Gly Ser His Gly Leu Leu Gly Ser Pro Val Arg Ala Ala Ala 
35 40 45 

Ser Ser Pro Val Thr Thr Leu Thr Gin Thr Met His Asp Leu Ala Gly 
50 55 60 

Leu Gly Ser Glu Thr Pro Lys Ser Gin Val Gly Thr Leu Leu Phe Arg 
65 70 75 80 

Ser Arg Ser Arg Leu Thr His Leu Ser Leu Ser Arg Arg Ala Ser Glu 
85 90 95 

Ser Ser Leu Ser Ser Glu Ser Ser Glu Ser Ser Asp Ala Gly Leu Cys 
100 105 110 

Met Asp Ser Pro Ser Pro Met Asp Pro His Met Ala Glu Gin Thr Phe . 
115 120 125 

Glu Gin Ala lie Gin Ala Ala Ser Arg lie lie Arg Asn Glu Gin Phe 
130 135 140 

Ala lie Arg Arg Phe Gin Ser Met Pro Val Arg Leu Leu Gly His Ser 
145 150 155 160 

Pro Val Leu Arg Asn lie Thr Asn Ser Gin Ala Pro Asp Gly Arg Arg 
165 170 175 

Lys Ser Glu Ala Gly Ser Gly Ala Ala Ser Ser Ser Gly Glu Asp Lys 
180 185 190 

Glu Asn Val Arg Phe Trp Lys Ala Gly Val Gly Ala Leu Arg Glu Glu 
195 200 205 

Glu Gly Ala Cys Trp Gly Gly Ser Leu Ala Cys Glu Asp Pro Pro Leu 
210 215 220 

Pro Ser Trp Leu Gin Asp Gly Phe Val Phe Lys Met Pro Trp Lys Pro 
225 " 230 235 240 

Thr His Pro Ser Ser Thr His Ala Leu Ala Glu Trp Ala Ser Arg Arg 
245 250 255 



. Glu Ala Phe Ala Gin Arg Pro Ser Ser Ala Pro Asp Leu Met Cys Leu 
260 265 270 

Ser Pro Asp Arg Lys Met Glu Val Glu Glu Leu Ser Pro Leu Ala Leu 
275 280 285 

Gly Arg Phe Ser Leu Thr Pro Ala Glu Gly Asp Thr Glu Glu Asp Asp 
290 295 300 

Gly Phe Val Asp He Leu Glu Ser Asp Leu Lys Asp Leu Val Met Tyr 
305 310 315 320 
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Ser Lys Cys Gin Arg Leu Phe Arg Ser Pro Ser Met Pro Cys Ser Val 
325 330 335 

lie Arg Pro lie Leu Lys Arg Leu Glu. Arg Pro Gin Asp Arg Asp Thr 
340 345 350 

Pro Val Gin Asn Lys Arg Arg Arg Ser Val Thr Pro Pro Glu Glu Gin 
355 ' " 360 365 

Gin Glu Ala Glu Glu Pro Lys Ala Arg Val Leu Arg Ser Lys Ser Leu 
370 375 380 

Cys His Asp Glu lie Glu Asn Leu Leu Asp Ser Asp His Arg Glu Leu 
385 390 395 400 

lie Gly Asp Tyr Ser Lys Ala Phe Leu Leu Gin Thr Val Asp Gly Lys 
405 ' 410 415 

His Gin Asp Leu Lys Tyr lie Ser Pro Glu Thr Met Val Ala Leu Leu 
420 425 430 

Thr Gly Lys Phe Ser Asn lie Val Asp Lys Phe Val lie Val Asp Cys 
435 440 445 

Arg Tyr Pro Tyr Glu Tyr Glu Gly Gly His lie Lys Thr Ala Val Asn 
450 * 455 460 

Leu Pro Leu Glu Arg Asp Ala Glu Ser Phe Leu Leu Lys Ser Pro lie 
465 ■ 470 475 480 

Ala Pro Cys Ser Leu Asp Lys Arg Val lie Leu lie Phe His Cys Glu 
485 490 495 

Phe Ser Ser Glu Arg Gly Pro Arg Met Cys. Arg Phe lie Arg Glu Arg 
500 505 510 

Asp Arg Ala Val Asn Asp Tyr Pro Ser Leu Tyr Tyr Pro Glu Met Tyr 
515 520 525 

lie Leu Lys Gly Gly Tyr Lys Glu Phe Phe Pro Gin His Pro Asn Phe 
530 535 540 

Cys Glu Pro Gin Asp Tyr Arg Pro Met Asn His Glu Ala Phe Lys Asp 
545 550 555 560 

Glu Leu Lys Thr Phe Arg Leu Lys Thr Arg Ser Trp Ala Gly Glu Arg 
565 570 575 

Ser Arg Arg Glu Leu Cys Ser Arg Leu Gin Asp Gin 
580 585 
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